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ローニングは、まずヒトで報告され（Fiddes & Goodman, 1981）、その後、ウシ（Goodwin 
et al., 1983）、ラット（Burnside et al., 1988）、マウス（Gordon et al., 1988）、ブタ
（Kato et al., 1990）、アカゲザル（Golos et al., 1991）といった哺乳類で、次いでコイ
（Huang et al., 1992）、サケ（Suzuki et al., 1995）といった魚類で報告されてきた。
鳥類においては、cDNAクローニングがシチメンチョウ（Foster & Foster, 1991）、ニワ
トリ（Foster et al., 1992）、ウズラ（Ando & Ishii, 1994）、アヒル 2種（Hsieh et al., 
2001）で報告されている他、化学的手法によって決定された蛋白質のアミノ酸配列がダ

















GenomicPrep Cells and Tissue DNA Isolation Kit（Amersham Bioscience）を用
いてゲノム DNA を抽出した。この DNA1mgずつを制限酵素 EcoRIまたはBamHIで消
化し、アガロースゲル電気泳動を行った。このゲルをエチジウムブロマイドで染色し、
UV照射下で写真撮影した後、0.5M NaOH, 1.5M NaCl中で 20分間振とうすることで
アルカリ変性を行い、1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl（pH8.0）中で 20分間の振とうを 2







   6xSSC 
1xSSC: 150mM NaCl, 15mM sodium citrate, pH7.0  
Denhardt溶液 
0.02% Ficoll, 0.02% bovine serum albumin（BSA）, 
0.02% polyvinylpyrrolidone 





（pQA312; Ando & Ishii, 1994）を rediprime DNA labelling system（Amersham 
Bioscience）を用いてランダムプライム法により[a-32P]dCTPで標識し、ProbeQuant 
G-50 Micro Columns（Amersham Bioscience）で精製したものを用いた。ハイブリ
ダイゼーション後、ナイロン膜を 3xSSC, 0.1%SDS 中ですすぎ、次いで 1xSSC, 









切り出して、QIAEX II Gel Extraction Kit（QIAGEN）により精製した。回収したDNA
のうち約 0.5mg を DNA Ligation Kit Ver.1（Takara）を用いてlZAPIIベクター1mg
にライゲーションし、その反応液 10ml中 4mlをGigapack III Gold Packaging Extract
（Stratagene）を用いてパッケージングした。その結果、2.5x105 pfuのライブラリー











ダイゼーションの後、ナイロン膜を 1xSSC, 0.1%SDS 中ですすぎ、次いで 1xSSC, 
0.1%SDS 中で 60℃、20 分間振とうしながら洗浄した。最後に室温の 1xSSC ですす
いだ後、前述のようにポジティブシグナルの解析を行った。 
第 2、第 3スクリーニングは、第 1スクリーニングと同じ条件で行った。単離したク






ちの 1つ（pIA1）の塩基配列を決定した。Deletion Kit for Sequencing（Takara）を
用い、このクローンのデレーションミュータントを作製、シークエンシングを行った。
シークエンシング反応には Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit（USB）を用い、
LI-COR社製のオートシークエンサーdNA Sequencer Model 4000Lで解析を行った。 









Ando & Ishii, 1994）と比較した結果、相同性の高い部分が見つかったため、この配列は
トキ共通aサブユニットをコードしているものと仮定し、ウズラ共通acDNAとの相同性を
もとにエクソン-イントロン構造を推定した。エクソンとイントロンの境界は gt-agルール
（Breathnach & Chambon, 1981）に従って決定した（図 2-2）。その結果、この配列







1イントロンは 5’ 非翻訳領域の間に、第 2、第 3イントロンは翻訳領域の間に位置してい
ることが共通している。比較の結果、トキで得られた部分は、既知のものの第 1 イントロ
ンから 3’ 側の部分に相当する部分であると判明した。翻訳領域の間にあるイントロンの



































ctgaatgctctatcagtgtgtagcctagatgctggtactgtacccaatgcaaaacagtcccttaaaaatgtatttatttgtatttccagA               
AAGATC ATG GGT TGC TAC GGG AAG TAT GCA GCT GTC ACT TTG ACC ATT TTG TCT GTA TTT CTG CAT CTT   　　　　　　
　 Met Gly Cys Tyr Gly Lys Tyr Ala Ala Val Thr Leu Thr Ile Leu Ser Val Phe Leu His Leu                                                    
　 -20                                     -10                                           
CTT CAT GCT TTC CCA GAT GGA GAG TTT CTC ATG CAG Ggtaagctgctttcagcattcagaaatagggcaattgttcgt                   
Leu His Ala Phe Pro Asp Gly Glu Phe Leu Met Gln                                                     　　　　　　
　 +1                              +9










aaaaggttcttccttatatttttatggcag GT TGT CCA GAG TGC AAG CTA GGG GAG AAC AGA TTC TTT TCC AAG
　 Gly Cys Pro Glu Cys Lys Leu Gly Glu Asn Arg Phe Phe Ser Lys                                             
　 +10                                     +20       
CCA GGA GCC CCC ATT TAC CAG TGC ACT GGG TGC TGT TTC TCC CGG GCC TAT CCC ACT CCG ATG AGG                              
Pro Gly Ala Pro Ile Tyr Gln Cys Thr Gly Cys Cys Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro Met Arg                           
　 +30                                     +40                     
TCC AAG AAG ACC ATG CTC GTT CCA AAG AAC ATT ACA TCA GAA GCA ACG TGC TGC GTA GCA AAG GCT 
Ser Lys Lys Thr Met Leu Val Pro Lys Asn Ile Thr Ser Glu Ala Thr Cys Cys Val Ala Lys Ala                              
　 +50                                     +60          
TTT ACC AAG gtgaggctgtgaatgagacccgtttaagcttgtttcaggatgcaatgtttagctgagccagtgaacagaaaaaaatat                      
Phe Thr Lys                                                     
　 +70
gtttttgctggaggacattggagaactatttgagggaaacatccttggcatttatatcctttgctcttgggttctttctttttctaaaga                  
ggaaattaaaatgtcagccagtactgagtctgatattcagttgggatgtggaaattgatgcactgtcactgacttcagtgaaactacttt                        
gactcatgacacctgaagttctggtgatggacttgttgtccccttgtttttagctctcctggatatgcaccctccctttaaatgctatgc                        
agtgtgtatttgattttaattagtcattttccttgtgtctttcctgcataggcagaagttctctgggaaggtggctggtcaatactatca             
attacatgtatgggaatgagggaccaaaaccatctgtgctcattagattaattgaggttgtgtttacttttaatagtataaccaagaggg                    
aactgtaaatgtgtgcaactatttgagcatttaatgctctcatctggaaggctctcttaaagagagattctgctaaagctgactgttttg                 
ggagtgattcagctccaggtgaacaaaccttaaatttcattgaataaatggtgagctagttgaaacaagctaaggtgtctatcctgtggt                
gatctgaatcagactcattaaatgtgttgactagaggctcaggtcagttacccactcacagatttggtgccatatgaaataccctggggt                   
actcaagacatctgtgttcggctggcagacacaggacccataaaagaccttctggaatggtagctggaggcttggtgggatcccctctga                 
tatctcaaatggcagttgacagctctgtgtgcgcagctgaacaaagtgctgggtctccactggctgtgatgagagcccaggtacctgact                
tacctatagacacctacagctgaacctggctgaaccctggctcttcatctgagtagggcatagattctttttctagaccactgacattat                
acttgccctgaggcagcaactagaatttggttgagattaaaaataaaaatgactcatcgtgtttgtggtctctgtttttataatcgccgt                 
gtgaaaaactctaagaacacttcctgatttttcatagattggttacttgacactttttgaatatcagacactttaagaagtgccaaatta                 
aggacaccaaactatgtcgcttttgaaaactttctctttatggctctgaaagccactgatgatgcagcctcgcaggttggcgttcagagg                    
ctgttctagtatacgtaccccacagagcctgtgtaccttatggttaagaaaaaggcttcagacatcttttactcgagaatgctgttttta                   
ctgtctagctaatcctaattatttcttatgtgtgtgtgttttctttctttaag ATT ACC CTT AAG GAC AAT GTG AAG ATA
　 Ile Thr Leu Lys Asp Asn Val Lys Ile                            
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+72 +80                        
GAG AAC CAT ACA GAT TGT CAC TGC AGT ACC TGC TAC TAT CAT AAA TCC TAA AGCCTGTCCCTTTGTTAATGAT                         
Glu Asn His Thr Asp Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His Lys Ser stop                                                   













































コイ（Huang et al., 1992）、サケ（Suzuki et al., 1995）、マウス（Gordon et al., 
1988）、ラット（Burnside et al., 1988）、ウシ（Goodwin et al., 1983）、ブタ




YPRNDMNN　FGCEECKLKENNIFSKPGAPVYQCMGCC     
YPNSDKTN　MGCEECTLKPNTIFPN----IMQCTGCC         
FPDGEFLMQ　GCPECKLGENRFFSKPGAPIYQCTGCC

































コイ（Huang et al., 1992）、サケ（Suzuki et al., 1995）、ラット（Burnside et al., 1988）、
マウス（Gordon et al., 1988）、ウシ（Goodwin et al., 1983）、ブタ（Kato et al., 1990）、






































































アヒル（Hsieh et al., 2001）、ニワトリ（Foster et al., 1992）、ウズラ（Ando & 










































（Jameson et al., 1988）、ウシ（Kim et al., 1988）、ラット（Gharib et al., 1989）、
ブタ（Hirai et al., 1990）、ヒツジ（Guzman et al., 1991）、マウス（Kumar et al., 1995）
の哺乳類と、キンギョ（Sohn et al., 1998）、ティラピア（Rosenfeld et al., 2001）の魚
類で報告されてきた。また、鳥類においては cDNAの塩基配列がウズラ（Kikuchi et al., 
1998）とニワトリ（Shen & Yu, 2002）で、化学的手法により決定されたアミノ酸配列











まずトキ FSHb遺伝子の部分配列を得るために PCR を行った。プライマーは哺乳類
と魚類の FSHbサブユニットのアミノ酸配列をもとに設計され、ウズラ FSHbcDNAの








ノムDNAを鋳型に Premix Taq（Ex Taq version）（Takara）を用いて行った。PCR
産物をアガロースゲル電気泳動した結果、800bp 付近に 1 本のバンドが確認されたの
で、これをゲルより切り出し、QIAEX II Gel Extraction Kit（QIAGEN）にて精製し、
DNA Ligation Kit Ver.2（Takara）を用いて pCR2.1プラスミドベクタ （ーInvitrogen）
にライゲーションした。この反応液をコンピテントセル JM109（Takara）に形質転換
し、得られた白コロニーからプラスミドを抽出して、シークエンシングを行った。シー













ラリーを作製した。BamHIで消化したゲノムDNA約1.5mgをDNA Ligation Kit Ver.1
（Takara）を用い、lEMBL3ファージベクター1mgにライゲーションし、この反応液





60℃で一晩行った。ハイブリダイゼーション後、ナイロン膜を 60℃の 1xSSC, 
0.1%SDS中で 20分間洗浄、さらに 60℃の 0.1xSSC, 0.1%SDS 中で 20分間洗浄し
た。シグナルの検出は第 2 章で述べた通りである。第 2、第 3 スクリーニングの後、1





シークエンシングの結果、IF1は FSHb遺伝子の 3’ 側の部分を欠いていることが明ら
かになったため、残りの 3’ 側の部分を得るために、再度ライブラリーのスクリーニン
グを行った。pIFPCR と IF1 の塩基配列の比較から、pIFPCR の 3’ 側の部分およそ


















Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用








列が決定された。この配列をウズラ FSHbcDNA（Kikuchi et al., 1998）と比較したとこ







ィブクローンが得られた。このうち 1 つのクローン（IF4）のインサートおよそ 10kb の
うち片側から 3,620bpについて塩基配列を決定した。 
IF1と IF4はBamHIの切断部位によって互いにつながっていることが pIFPCRの配列
により確認され、最終的には、IF1 と IF4で得られた配列を合わせて 7,633bp の塩基配
列が決定された。この配列をウズラとニワトリのFSHbcDNA（Shen & Yu, 2002）と比
較して相同性の高い部分をエクソンと判断することでエクソン-イントロン構造を推測し
た。特に、転写開始点とポリA 付加部位については、5’ 末端と 3’ 末端がRACE（Rapidly 
Amplified cDNA Ends）法によって決定されているニワトリ FSHbcDNAの配列を参考
にして推定した。また、エクソンとイントロンの境界は gt-ag ルール（Breathnach & 
Chambon, 1981）にしたがって決定した。その結果、この配列は 2,820bpの 5’ 上流域
と、34、160、2,549bpの 3つのエクソンと 458、582bpの 2つのイントロン、1,030bp
の 3’ 下流域からなっていることが明らかになった（図 3-2）。なお、推測した転写開始点
の上流 27bpと 47bpの 2箇所に TATAAA配列があり、推測上の 3’ 非翻訳領域には 5箇
所にポリ A付加シグナルAATAAAが見られた。また、3’ 非翻訳領域には、mRNAの不安












メントをとることができた（図 3-5）。この領域では、ヒツジ FSHb遺伝子で 1 つの
progesterone responsive element （PRE）と 2つのAP-1 responsive elementが転写
調節配列として報告されている（Webster et al., 1995; Huang et al., 2001）。トキの相
当する部分の塩基配列を見ていくと、PREの 15塩基中ではヒツジのものとは 2箇所、コ
ンセンサス配列とは 6箇所の塩基が異なっていた（ヒツジの配列はコンセンサスの配列と
は 4箇所で異なっていた）。また、上流のAP-1 responsive elementの 7塩基では、トキ
はヒツジの配列と 2 箇所が異なっていた（ヒツジの配列とコンセンサス配列は一致）。さ
らに下流の AP-1 responsive elementの 7塩基では、ヒツジとは 3箇所、コンセンサス
配列とは 2箇所異なっていた（ヒツジとコンセンサス配列は 1箇所異なっていた）。 
推測されるアミノ酸配列を他の鳥類と比較した結果（図 3-6）、ウズラと 94.7%、ニワ






















tctaggatgggcaatactgcttaagaactagatagataaaaccactacttaacgcttgaaagttgctgtagcatgtgaagaggaagcgtt    
cttccctctgacattattccctaaattgaaatataaaccatttaacatggaaaacatttctatttctcaaatagatacaaaattcagtaa    
cgcagaacctatgtataatgttcacatatatatgaaaattatagctttctggataaataacatttgctattcccttcacaattaccataa  
cctttttttaatctaataggaatataaacttgaaggagtatgatatagttagcatacaaacatttcccagaggtatgaactaataatctt   
agaaagacatatacttacacaacatcttgcccatcatgagaagtaattccttagcgtatctttctaacaaaaggtgtgggaacaaaatca   
aagtcaaccaagtaacaactcaccaaattaccactcctcagaggataggctggtggttagttgattccagtttgtaatttcctattaccc   
taaaaatgcatattcatatattcacacaatgaatttagcagagctgatagctggagaaccaacctagaactaatgattccagaaacaaat   
gcccttgaagtcagtacaggacgaaatcctcctgttaaaaagtttgcattgtgtttacaatgtggcttcatgagctctccagtgagaaca   
ctctgtgaagcgtttcctgtcaacctcccccctcattcccactccccaatcaatcccatcaattacgctgctacagctgttcatttcatt   
gtggaacaaattgatatggattaacaacaatgctgtaaaagacagctgggttgggttttttgcttttaatcagaatgatttccctaattt   
gtgttgccacaagtgaggaggctgagtgggccagaacaaggaactaggggagggaagaaacagcatggtaggggctaaacttgcactctc   
tgcttgtgaaattatggttttagtgaatgtatatgacttcctcaaaccatgaaacagatcattgcaactgagagattagatattttctgt   
attctcctgcaaatgaagtttatttggttttatttaatttgacttagaaaaggcaagatcctcagtagggatataactaattgtaatcag   
cttttgtctggcatctctggcattaatgatttacagcacgtgagaatcttctctgacaagacagatcatgttgacagtaaaagacacaaa  
agacaattatcaaacaatcacagagtttatattagtaaagaggaagatgtctgctttcttgacttctttatacatttaattgagctgtat   
tctcattcaaacaaaattattattacaggatatgtccagggcaaagttgtagatcactttctaatttggtgtgataggaaattcattaac   
aaattaaggtattgcagactggatggaaactggaacagatggccagtctgcaggaccacaggaaggtctgagacacttaaagagctcatt   
tgtaaaagccattttggaaagaatcctgtctgcaggacagagagaatttcttttcatgataaaatgctgtatgtccttgcctagttttct   
tttgtggatggatttctgtaaaagtcagactgaccataatagaacagtcataacaaagcaagactggctgttctgggcagatgatagtaa   
atacagtgctactgtgagtcattttccccagaagtgatatgtgaagctcaacaaagttatttctctgtcattattctggtgaagaggcac   
accgctaacttgtgaatgcaggaaaagggcagtgagcaggggaacactattcatagaatcttttattatcatgatgaactagggaatgca    
ttcaagctgagtttgcatggttatctgttaaaaatattagcattttccctgtaacatgacaatacttgatctgagatcactaacagaaga    
cacagatctggaccctcactgtgacatctttatagtccctttccacaatacagacatcccttacataagtttaaaaaaatgtgaccgtgt    
gacagacaggaaccaggattgcacatactgggatagaaatctgaattttgaaaagccacagtggtattttaaatggtaaagaaaagtcga    
gttacggtttaacaaaactctcaatactagctttcttggaccacagatcaataaacaagtatatatgcagctcactgggtaagacctaat    
tcagagaaaagcaattaagattgataccctgaaaaactcaggaacatgttcattagccaagaagcgctctagcaatatctctgctatgaa   
ttaccaaaggacaaacttgcaccccaagcctatcagtttgagggctgacataaaacacagttaaaagacttgaacttttcttttccaaaa   
ataggcttctcagccttcattcaaattgtggcatggttcagctatttctaaatgccactgaatcaaatccagggaaacttctaaaaagac    
attgtgacagtaaccttcaccatcacttcctgagtgtgttttgcttttctttttttgtcttaacaaggcttgatctcactgtctggctga    
acattaatccactttcaccaagtaccaaacgaatgcttgctgcattaatacgctgcaaatcctcaaggtataaattacaccaatttagta
taaaaggtgagcacggggctttcttttcacTACAGCTACTACCAGGAAGGCAAGTAGAATACAGgtaagttttcatcagatcctgatcta    
gaaatcttttttcaaattgcaaacactgtatgtaattaattgcttctgaagaatacattatcctttgctctttctctcccttgcttcttt   
ttctttctccttaaagacaggacacattctctgtatggaaacttagataaaaatatttcattgaaagtggtatggtactctgctattatt   
attctgcagagattgctgacatgccacttcagtcgctttggaaaatcaaactccgttaacaataaacatacagatagatttatttcatgg  
ctttatcctatgttctcactgatgtttctgaaagcttgctattatagaaccacttgaggataatgtgaaggctcaacttctctctatttc    
tataaatatttcctgttgaaaataactatacatgtttctctggtatagatacattttttgctttatacacagG ATG AAG ACA GTT           
　 　 Met Lys Thr Val            
　　　　 -18                    
AAT TGT TAT GTG CTG TTA TTT TGC TGG AAA GCA ATT TGT TGC AAT AGC TGT CAG CTT ACC AAC ATT                          
Asn Cys Tyr Val Leu Leu Phe Cys Trp Lys Ala Ile Cys Cys Asn Ser Cys Gln Leu Thr Asn Ile          
　 -10                                      +1                      
ACC ATA GCA GTG GAA AGA GAA GAA TGT GAA TTC TGT ATT ACA GTG AAT GCC ACG TGG TGC TCA GGA                     
Thr Ile Ala Val Glu Arg Glu Glu Cys Glu Phe Cys Ile Thr Val Asn Ala Thr Trp Cys Ser Gly         
　 +10                                     +20                    +30                                            
TAC TGC TTC ACG AGG gtgagaatcttaagtttaatttctaaataactcatttctccagtccttaatgaacacataggcaggatga           
Tyr Cys Phe Thr Arg                                                    






aaatttggaattctgcctcataacaaatttcaaaacaagtatttccttcttgtaattttcag GAT CCA GTA TAT AAA TAT CCA                  
　 　　 Asp Pro Val Tyr Lys Tyr Pro             
　 +36             +40                                               
CCA GTA TCA TCT GTT CAG CAA ACA TGT ACT TTC AAA GAG GTT GTG TAT GAA ACA GTG AAG ATC CCA                       
Pro Val Ser Ser Val Gln Gln Thr Cys Thr Phe Lys Glu Val Val Tyr Glu Thr Val Lys Ile Pro          
　 +50                                  +60                      
GGC TGT GGT GAC CAT CCC GAA TCT TTT TAT TCG TAC CCA GTA GCT ACT GAG TGC CAT TGT GAG ACC
Gly Cys Gly Asp His Pro Glu Ser Phe Tyr Ser Tyr Pro Val Ala Thr Glu Cys His Cys Glu Thr         
　　　　　　　　　　　　　　　　　　+70                                     +80　　　　
TGC GAC ACT GAC AGC ACT GAC TGC ACC GTG CGA GGG CTG GGG CCA TCC TAC TGT TCT TTC AGT CAG      　　
Cys Asp Thr Asp Ser Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys Ser Phe Ser Gln          
　 +90                                    +100　　　　　　　　　　　
図3-2. （次ページに続く）
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AAT GGA AGT AAC CAA TGA AGGGTACTTGAGATGGCAGCTTGGCTTTACATGTTCACTTCTAAATAAAGGTACTGATCGGGCTTA                       
Asn Gly Ser Asn Gln Stop 






TTGGCAAAATATTTCATATAGTCATTATGCTCTGTAAATAATAACAGCATGTTTATTTACAAGCCAAAATCTATGTTCAAATGTTGAATG     
TCACCTGAACTCTTGTGCTTTCTCAGTAAGGCTTGTTAGCTCAGGCTCAGTGACACAATAACGCAAATAGCATGAACTCTAGTTTATGCC 



















































キンギョ（Sohn et al., 1998）、マウス（Kumar et al., 1995）、ラット（Gharib
et al., 1989）、ヒツジ（Guzman et al., 1991）、ウシ（Kim et al., 1988）、ブタ
































キンギョ（Sohn et al., 1998）、マウス（Kumar et al., 1995）、ラット（Gharib
et al., 1989）、ヒツジ（Guzman et al., 1991）、ウシ（Kim et al., 1988）、ブタ






























































ヒツジ（Guzman et al., 1991）、ウシ（Kim et al., 1988）、ブタ（Hirai et al., 1990）





























































比べてトキで特徴的なのは、第 3エクソンがかなり長いことであるが、これは 3’ 非翻訳領
域が長いことに由来するものである。ただし、これはウズラとニワトリの FSHbcDNA の
配列と比較して推測した 3’ 非翻訳領域であり、この推測上の 3’ 非翻訳領域にはポリ A付
加シグナルの配列 AATAAAが 5箇所に見られるため（図 3-2）、実際のトキの 3’ 非翻訳領
域はこれよりも短い可能性もある。 
5’ 上流域については、プロモーター領域でのみ哺乳類のものとアライメントをとること
ができた（図 3-5）。しかし、ヒツジ FSHb遺伝子で報告されている転写調節配列 progesterone 
responsive element（PRE）や AP-1 responsive element に相当する部分をトキで見てみると、
ヒツジの配列ともコンセンサス配列とも異なっていた。トキと同様にラットやヒトでも、
ヒツジの配列やコンセンサス配列と異なっているものがあるが、これらの機能については
現在のところ明らかにされていない。ヒツジの PRE は 15 塩基中 4 塩基、下流の AP-1 





また、トキ FSHb遺伝子の推測上の 3’ 非翻訳領域には mRNAの不安定化に関与すると
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されている配列 ATTTA（Shaw & Kamen, 1986; Chen et al., 1995）が 8箇所に見られた。こ
の配列はウズラやニワトリの FSHbcDNAの 3’ 非翻訳領域でも 5箇所で見られることが報

























第１節  序 
 
甲状腺刺激ホルモンbサブユニット（TSHb）遺伝子のクローニングはこれまでラット
（Carr et al., 1987）、マウス（Gordon et al., 1988）、ヒト（Wondisford et al., 1988; 
Guidon et al., 1988）、キンギョ（Sohn et al., 1999）でしか報告されていなかった。ま
た、鳥類では cDNA のクローニングがウズラ（Kato et al., 1997）、ニワトリ（Gregory & 












まず、トキ TSHb遺伝子の部分配列を得るために PCRを行った。ラット（Chin et al., 
1985）、マウス（Gurr et al., 1983）、ウシ（Maurer et al., 1984）、ウシガエル






反応は 95℃1分、50℃1分、72℃3分のサイクルを 30 回とし、ゲノム DNAを鋳型に、
Premix Taq（Ex Taq version）（Takara）を用いて行った。この PCR産物を電気泳動
した結果、およそ 1kbの位置に 1 本のバンドが観察されたので、この DNAをゲルから
切り出し、pCR2.1 plasmid vector（Invitrogen）にライゲーションし、クローン化し
た。得られたクローンのうち約 1kbのインサートを持つクローン（pITPCR）を選んで
シークエンシングを行った。シークエンシングには Thermo Sequenase Cycle 

















後、ナイロン膜を 60℃の 1xSSC, 0.1%SDS で 20 分間洗浄し、60℃の 0.1xSSC, 
0.1%SDSで 20分間洗浄した。シグナルの検出は第 2章に述べた通りに行った。第 2、
第 3スクリーニングの後、3つのポジティブクローンが得られたが、これらを制限酵素
処理により解析した結果、いずれも約 10kb の同一のインサートを持つものであると結





シークエンシングの結果、IT3には TSHb遺伝子の 5’ 側の部分が含まれていないこと
が判明したため、残りの部分を得るための PCRを行った。プライマーはウズラ（Kato et 
al., 1997）、ニワトリ（Gregory & Porter, 1997）の TSHbcDNAの 5’ 非翻訳領域の
塩基配列から設計した TSH-1と、IT3の配列から設計した TSH-2を用いた。 
TSH-1: 5’-GAATTCAGCTGACAAGAGGT-3’ 
TSH-2: 5’-TCAGGCCAAAGAGGAGAGAC-3’ 


























3xSSC, 0.1% SDSで 20 分間洗浄した後、シグナルの検出を行った。第 2、第 3スク
リーニングの結果、1つのポジティブクローン（IT7）が得られた。ゲノムDNA に対す
るサザンブロット解析や IT3の塩基配列解析などの結果と、このクローンの制限酵素処
理の結果を総合して考えた結果、このクローンを制限酵素 Sal I及びBgl IIで消化し、
約 3.5kbの断片を pBluescript IIファージベクター（Stratagene）にサブクローニン
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グしてシークエンシングに用いた。このシークエンシング反応にはBigDye Terminator 
v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用い、Applied 






 トキの TSHb遺伝子の塩基配列を決定するのに用いたシークエンシング戦略を図 4-1に
示した。まず、最初の PCRでは、957bpの塩基配列を決定した。この配列をウズラ（Kato 






トリの TSHbcDNA と比較した結果、このクローンには翻訳領域と 3’ 非翻訳領域に当た
るエクソンは含まれているが、5’ 非翻訳領域に相当するエクソンが含まれていないことが
判明した。そこで、プライマーTSH-1 と TSH-2 を設計し、PCR を行った結果、923bp
の配列を決定することができた。IT3 の配列との比較から、この 923bp の配列のうち





定された。そのうち1,418bpは IT3 と重なる部分で IT3の配列と完全に一致しており、




ン-イントロン構造を推定、エクソンとイントロンの境界は gt-agルール（Breathnach & 
Chambon, 1981）に従い決定した。特に転写開始点とポリA付加部位は、5’ 末端と 3’ 末
端がRACE（Rapidly Amplified cDNA Ends）法によって決定されているタイワンアヒ
ル TSHbcDNA（Hsieh et al., 2000）の配列を参考にして推測した。この結果、この配列
には 1,937bpの 5’ 上流域と、それぞれ 65、163、322bpの3つのエクソンと864、739bp













4-5）。この範囲では、哺乳類で Pit-1 reponsive element（Steinfelder et al., 1992; Lin 
et al., 1994）、AP-1 responsive element（Wondisford et al., 1993）、negative thyroid 
hormone responsive element（nTRE）（Cohen et al., 1995）といった転写調節配列が
報告されているが、これらの配列がトキでも保存されていた。また、2箇所の TATAボッ

























































tccgagaaaagggctggaaggtacacctaattttacttagggtttgctttgtttgtttgttttttcccccatctagC ATG AGT CCC                                                     
　 MET Ser Pro
TTC TTT GTG ATG TCT CTC CTC TTT GGC CTG ACT TTC GGT CAA ACA GCA TCA CTT TGT GCT CCT TCT 
Phe Phe Val MET Ser Leu Leu Phe Gly Leu Thr Phe Gly Gln Thr Ala Ser Leu Cys Ala Pro Ser
GAG TAT ATA ATC CAT GTG GAG AAA AGG GAA TGT GCC TAC TGC CTG GCC ATC AAC ACC ACC ATC TGC 
Glu Tyr Ile Ile His Val Glu Lys Arg Glu Cys Ala Tyr Cys Leu Ala Ile Asn Thr Thr Ile Cys
GCT GGA TTT TGC ATG ACT CGG gtacaaggcattactctgttttaggcagttgtttctataatggccatcactgcaaaacaagt 








gtccggtatgcttccgtgaaacaacccatttcttttttcttttgtag GAC AGC AAT GGC AAG AAG CTG CTA CTC AAA　　　　　　
　 Asp Ser Asn Gly Lys Lys Leu Leu Leu Lys
AGT GCT CTG TCG CAG AAC GTG TGC ACG TAC AAA GAG ATG TTG TAT CAA ACA GCA CTG ATT CCG GGG                           









TGT CCT CAT CAC ACC ATC CCT TAC TAT TCC TAC CCT GTG GCT GTG AGC TGC AAG TGT GGT AAA TGT                             
Cys Pro His His Thr Ile Pro Tyr Tyr Ser Tyr Pro Val Ala Val Ser Cys Lys Cys Gly Lys Cys 
AAC ACT GAT TAC AGT GAC TGT GTT CAT GAG AAG GTT AGG ACA AAC TAT TGC ACT AAA CCA CAG AAG 
Asn Thr Asp Tyr Ser Asp Cys Val His Glu Lys Val Arg Thr Asn Tyr Cys Thr Lys Pro Gln Lys                      
CTC TGC AAC ATG TAA GCTTCCAACAGAATGTGGCTGAAATGTACCTCTCTGCTGAACTAAACATAAATAAAAGTGTATTTCATAAC                               

























キンギョ（Sohn et al., 1999）、ラット（Carr et al., 1987）、マウス（Gordon et al., 
























キンギョ（Sohn et al., 1999）、ラット（Carr et al., 1987）、マウス（Gordon et al., 
1988）、ヒト（Wondisford et al., 1988; Guidon et al., 1988）
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-40                 -20                        
aggaattagcctggagagtataaagcacacacagagcttgtgc--tgggtcactgcct    
g.......t....a..g.......atga..gg....---------.......tca.ag    









哺乳類で報告されているPit-1 reponsive element（Steinfelder et al., 1992; Lin et al., 
1994）、AP-1 responsive element（Wondisford et al., 1993）、GATA-2 responsive 
element （Gordon et al., 1997）を実線で囲い、negative thyroid hormone responsive 







































タイワンアヒル（Hsieh et al., 2000）、ニワトリ（Gregory & Porter, 1997）、

































かになった（図 4-3）。マウス TSHb遺伝子では 5つのエクソンと 4つのイントロンとから
なっているが、これは 5’ 非翻訳領域のエクソンが他のものより 2つ多いためである。マウ
ス TSHb遺伝子の塩基配列をラットやヒトのものと比較すると、その相同性からマウスの
第 1エクソンが他の動物の第 1エクソンに相当し、第 2、第 3 エクソンは他の動物ではイ
ントロンである部分の配列が塩基置換によってエクソンと認識されるように変わったため









両方が使われ、2 箇所から転写が開始されることが報告されている（Carr et al., 1987; 
Gordon et al., 1988）。一方、ヒトの場合は下流のもののみが使われることが報告されて
いる（Wondisford et al., 1988; Guidon et al., 1988）。本研究では、トキ TSHb遺伝子
の転写開始点を、5’-RACEにより決定されたタイワンアヒル TSHbcDNA（Hsieh et al., 
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2000）の 5’ 末端の配列を参考にして推定した。この推定とより一致するのは下流の TATA
ボックスであるが、上流のものが使われる可能性もあり、この点についてはさらなる研究
が必要である。 
一般的に TSHの合成、分泌は TSH放出ホルモン（TSH releasing hormone; TRH）
により促進され、甲状腺ホルモンにより抑制される。プロモーター領域の比較では、哺乳
類でこれらの調節に関わると報告されている Pit-1 responsive element、AP-1 
responsive element、negative thyroid hormone responsive element（nTRE）などの
転写調節配列がトキでも保存されていることが明らかになった。Pit-1、AP-1 は哺乳類に
おいて TRH による TSHb遺伝子の発現促進に関わることが報告されている転写調節因子
である（Steinfelder et al., 1992; Wondisford et al., 1993; Lin et al., 1994）。これらの
応答配列が保存されていたことから、トキでもこれらの配列を介して TSHb遺伝子の発現
が促進されている可能性がある。ただし、マウス TSHb遺伝子では、上流の Pit-1 
responsive elementを介する調節には、近接する部位にGATA-2という転写調節因子が
結合することが必要であると報告されている（Haugen et al., 1996; Gordon et al., 
1997）。しかし、トキの GATA-2 responsive elementに相当する部分を見ると、1箇所
で塩基の置換が起こっている。この置換がGATA-2 responsive elementとしての機能に
どのような影響を及ぼすかは不明である。したがって、上流の Pit-1 responsive element
が機能するかどうかも不明である。 
一方、nTREは甲状腺ホルモンによる TSHb遺伝子の発現抑制に関わるとされる配列で
ある（Cohen et al., 1995）。トキでもこの配列が保存されていることから、この配列を介
しての TSHb遺伝子の発現の抑制が行われる可能性がある。また、この nTRE は AP-1 































たものは、電気泳動による PCR 産物のバンドパターンの比較による RAPD（Randomly 










日本産 「ミドリ」  1981年に佐渡島で捕獲された個体。 
「アオ」       同    上     
「シロ」       同    上     
中国産 「ロンロン」 1994年 9月に来日、12月に日本で死亡。 
「ヨウヨウ」 1999年に中国から贈られた個体。 
「ヤンヤン」     同    上        
「ユウユウ」 「ヤンヤン」「ヨウヨウ」ペアの子。 
「シンシン」     同    上        
 52 
「アイアイ」    同    上        
「メイメイ」 2000年に中国から贈られた個体。 
「No.1」～ 
「No.7」 「ユウユウ」「メイメイ」ペアの 2001年の子 
 
他のトキ科鳥類（7種） 
ブロンズトキ Plegadis ridgwayi           
クロトキ Threskiornius melanocephalus  
ショウジョウトキ Eudocimus rubber      
シロトキ Eudocimus albus               
ハダダトキ Bostrychia hagedash         
ホオアカトキ Geronticus eremita         
ムギワラトキ Threskiornis spinicollis     
 
トキ科以外の鳥類（5 種） 
ハト Columba livia              
フクロウ Strix uralensis         
モズ Lanius bucephalus         
ウズラ Coturnix japonica        





























3章参照）。反応は 95℃1分、50℃1分、72℃2分のサイクルを 30回とし、Premix Taq
（Ex Taq version）（Takara）を用いて行った。 
 
３）シークエンシング 
日本産 2 個体（「ミドリ」「アオ」）、中国産 7 個体（「ロンロン」「ヨウヨウ」「ヤンヤ
ン」「メイメイ」「ユウユウ」「シンシン」「アイアイ」）、トキ以外の鳥類についてはシー
クエンシングを行った。得られた PCR 産物をアガロースゲル電気泳動で確認した後、
pCR2.1 プラスミドベクター（Invitrogen）または pCR4-TOPO プラスミドベクター
（Invitrogen）にライゲーションした。ライゲーションした DNA をコンピテントセル
JM109（Takara）または TOP10（Invitrogen）に形質転換し、得られたコロニーから
プラスミドを抽出した。シークエンシング反応には Thermo Sequenase Cycle 
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Sequencing Kit（USB）を用い、LI-COR社製のオートシークエンサーdNA Sequencer 
Model 4000Lで解析した。 













 まず、日本産 2個体（「ミドリ」「アオ」）と中国産 7個体（「ロンロン」「ヨウヨウ」「ヤ
ンヤン」「メイメイ」「ユウユウ」「シンシン」「アイアイ」）について塩基配列を調べた結果、
2 種類の配列が存在することが明らかになった（図 5-1）。両者の主な違いは 5’ 側の部分
における 32bpの配列の有無であり、中国産の「ロンロン」と「メイメイ」からは両方の
配列が見つかったが、その他の個体からは短い方の配列しか見つからなかった。長配列と
短配列は他にも 3 箇所で塩基が置換していた。そのうち最も 3’ 側のものでは、短配列に
おける制限酵素 EcoRI の認識部位「GAATTC」が、長配列では EcoRI に認識されない
「CAATTC」に変わっていた。この違いを利用して、各個体における両配列の有無を調べ
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本研究では、トキの FSHb遺伝子の第 2イントロンに長さの異なる 2種類の配列が存在
することを明らかにした。日本産のトキでは短配列しか見つからなかったのに対し、中国
産のトキでは短配列のみを持つ個体と両方の配列を持つ個体の 2通りが見られた。今回調
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